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Beschreibung 



Verfahren sowie Mikroorganismus zur Herstellung von D-Mannitol 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren sowie einen Mikroorganismus zur Herstellung 
von D-Mannitol. 

5 Der weltweite Jahresbedarf am Zuckeralkohol D-Mannitol (D-Mannit) belauft sicli 
auf 30.000 Tonnen im Jahr. D-Mannitol findet Verwendung im Lebensmittelbe- 
reich ais zahnschonender SQRstoff. in der Medizin als Plasmaexpander und Va- 
sodilator (Hexanitroderivat), sowie in der pliarmazeutisclnen Industrie zur Produk- 
tion von Tabletten. 



Die grolitechnische Produktion von D-Mannitol erfolgt bisher uber die katalyti- 
sche Hydrierung an Metallkatalysatoren von Glucose/Fructose-Gemischen als 
Ausgangsmaterialien. Aufgrund der felilenden Stereospezlfitat der katalytischen 
Hydrienjpg betragt die Ausbeute an D-Mannitol nur 25-30% mit einem dreifachen 
15 OberschufS an D-Sorbitol (Makkee M, Kieboom APG, Van Bekkum H (1985), 
Production methods of D-mannitoI. Starch/Starke 37: 136-140). 

D-Mannitol und D-Sorbitol unterscheiden sich nur durch ihre Konfiguration am 
Kohlenstoffatom C-2 (Stereoisomere), so dass eine Abtrennung des unenwQnsch- 
20 ten Sorbitols mit Schwierigkeiten verbunden und aufwandig ist. 

Eine Alternative bietet die Herstellung von D-Mannitol durch enzymatische Hyd- 
rierung. von D-Fructose in einem mikrobiellen Biotransformationsverfahren, bei 
dem eine rekombinante Mannitol-Dehydrogenase (MDH) aus Pseudomonas fluo- 

25 rescens isoliert wird und zusammen mit einer Formiat-Dehydrogenase (FDH) aus 
Candida boidinii und NADH in einem Membranreaktor Inkubiert wird (Slatner, M. 
et al. (1998) Biotransf. 16: 351-363). Durch den Einsatz der Formiat- 
Dehydrogenase wird ein Reduktions-Oxidationszyklus fur NADH geschaffen, 
welches durch die Membran im Reaktionsgefafi zurDckgehalten wird. Dadurch 

3 0 konnten lediglich 70-90% der Fructose in D-Mannitol umgewandelt werden. Fer- 
ner besitzt die eingesetzte Mannitol-Dehydrogenase eine mangelnde Stabilitat 
(50 h Halbwertszeit; nach Stabilisieaing mit Dithiothreitol: lOOh), Empfindlichkeit 
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gegenuber hohen Temperaturen >30^C sowie gegenuber Scherkraften. Ein wei- 
terer gnolier Nachteil liegt darin, dass Membranreaktoren auf Grund der hohen 
Kosten fQr isolierte Enzyme, benotigte Cofaktoren und Membranen fur eine groli- 
technische Produktion ungeeignet sind. 

5 

Eine weitere Moglichkeit der D-Mannitol Produktion bietet ein fermentatives Ver- 
fahren, wobei Ausbeuten von ca. 85% unter Einsatz von D-Fructose/D-Glucose- 
Gemischen als Substrate und dem heterofernnentativen Milchsaurebakterium 
Leuconostoc mesenteroides ATCC 12291 als katalysierenden Organismus in 

10 einer Fennentation mit wachsenden Zellen erhalten wurden (Soetaert (1991) 
Synthesis of D-mannitol and L-sorbose by microbial hydrogenatlon and dehydro- 
genation of monosaccharides. PhD Thesis, University of Gent)). Das Gen der 
MDH aus Leuconostoc pseudomesenteroides und dessen Charakterisierung ist 
ebenfalls bekannt (J. Aarnikunnas et. al., Applied Microbiology and Biotechnoio- 

15 gy, 13. Juli 2002). Die hierbei fQr die Reduktion von Fructose zu D-Mannitol not- 
wendigen Reduktionsaquivalente stammen aus der Oxidation von Glucose zu 
organischen Sauren, Neben dem Problem der nur 85%igen Umsetzung des Sub- 
strates Fructose zu D-Mannitol ist der Einsatz von D-GIucose nachteilig, da eine 
Kontamination des Zielproduktes mit organischen Sauren wahrend der Fermen- 

2 0 taiion auftritt und diese organischen Sauren durch aufwendige Prozeflschritte 

entfernt werden mCissen. Bei Fermentationen mit wachsenden Zellen kann keine 
100%ige Umsetzung des Substrates zum Produkt erzielt werden, da ein Teil des 
Substrates zum Zellaufbau bzw. zur Neubildung von Biomasse verbraucht wird. 
Zudem ist die Fermentation, von Leuconostoc mesenteroides schwierig (Schieim- 
25 bildung) und teuer aufgrund der komplexen Medien und die Aufarbeitung des 
Oberstandes daher ebenfalls aufwandig. 

Aus der Literatur sind drei weitere Mannitol-2-Dehydrogenasen bekannt und auch 
hinsichtiich ihrer biochemischen Eigenschaften und Nukleotid- 

3 0 /Aminosauresequenzen beschrieben. Hierzu . gehort die Mannito!-2- 

Dehydrogenase aus . Pseudomonas fluorescens DSM 50106 (Briinker P. 
Altenbuchner J, Mattes R (1998) Structure and function of the genes involved in 
mannitol. arabitol and glucitol utilization from Pseudomonas fluorescens DSM 
50106. Gene 206: 117-126.), aus Rhodobacter sphaeroides Si4 (Schneider KH, 
3 5 Giffhorn F, Kaplan S (1993) Cloning, nucleotide sequence and characterization of 
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the mannitol dehydrogenase gene from Rhodobacter sphaeroides. J. Gen. 
Microbiology 139: 2475-2484) sowie aus Agaricus bisporus (Stoop JM, 
Mooibroeck H (1998) Cloning and characterization of NADP-mannitol 
dehydrogenase cDNA from the button mushroom Agaricus bisporus, and its 
5 • expression in response to NaCI stress. Appl. Environ. Microbiol. 64: 4689 - 
4696.). Die beiden Erstgenannten gehSren zur Gruppe der langl<ettigen De- 
hydrogenase/Redulctase Protein Famiiie (LDR), die letztgenannte zur Gnjppe der 
kurzkettigen Dehydrogenase/Reduktase Protein Famiiie (SDR). 

10 Es ist daher Aufgabe der Erfindung, ein verbessertes Verfahren zur Herstellung 
von D-Mannitol bereitzustellen, das die beschriebenen Nachteile des Standes der 
Technik vermeidet. 

Die Aufgabe wird durch ein Verfahren zur ProdukOon von D-Mannitol mittels ei- 
15 nes Mannltol-2-Dehydrog6nase (MDH) exprimierenden Organismus, wobei die 
Zucker-Substrate und/oder Zucker-Substratvorlaufer der MDH iiber ein nicht- 
phosphoryiierendes Zucker-Transportsystem in den Organismus transportlert 
werden, gel6st. 

Durch das erfindungsgemaCe Verfahren wird erreicht, dass der mit der MDH um- 
2 0 zusetzende Zucker ohne elne vorherige Phosphoryiierung direkt durch die MDH 
zu D-Mannitol umgesetzt werden kann. Durch diese direkte Umsetzung werden 
Qberraschendenweise gegenQber dem bisherigen Stand der Technik verbesserte 
Ausbeuten und Konzentrationen des D-Mannitol im Reaktionsuberstand emnog- 
licht Teilweise werden mit dem erfindungsgemalien Verfahren schon Ausbeuten 
25 von bis 100 % bezogen auf das Substrat (Glukose) erhalten. Femer werden Kon- 
zentrationen bis zu 40 g/L mit dem erfindungsgemalien Verfahren erzielt. 

Unter Organismus werden sowohl ein - als auch mehrzellige Organismen, insbe- 
sondere Mikroorganismen verstanden. 

30 

Femer wird die Aufgabe durch einen Mikroorganismus gel5st, der die Enzyme 
MDH gemali Sequenz Nr. 2 und FDH gemafi Sequenz Nr. 3 zur mikrobiellen 
Herstellung von D-Mannitol exprimiert und ein nicht-phosphoryiierendes Zucker- 



wo 2004/033676 PCT/EP2003/011191 

4 

Transportsystem aufweist, das die Zucker-Substrate und/oder Zucker- 
Substratvorlaufer der MDH in den Mikroorganismus transportiert. 

Unter der Bezeichnung D-Mannitol soil nachfolgend auch D-Mannit verstanden 
5 werden. 

Im Rahmen dieser Erfindung werden alls Nukleotidsequenzen, die fur eine Man- 
nitol-2-Deiiydrogenase codieren unter der Bezeichnung "mofh-Gensequenz" zu- 
sammengefasst Das Enzym Mannltol-2-Deiiydrogenase \Anrd im Folgenden unter 
der Bezeichnung „MDH" zusammengefasst 

10 Entsprechend werden alle Nukleotidsequenzen, die fur eine Fonmiat- 
Dehydrogenase codieren. unter der Bezeichnung "fc//?-Gensequenz" zusammen- 
gefasst. Das Enzym Formiat-Dehydrogenase wird im Folgenden unter der Be- 
zeichnung „FDH" zusammengefasst 

Auch werden alle Nukleotidsequenzen, die fur einen Glukosefacilitator codieren 
15 unter der Bezeichnung "g/f-Gensequenz" zusammengefasst Das Protein Gluko- 
sefacilitator wird Im Folgenden unter der Bezeichnung „GLF" zusammengefasst 

Pemer werden unter Nukleotidsequenz alle Nukleotidsequenzen verstanden, die 
(i) exakt den dargestellten Sequenzen entsprechen; oder (ii) mindestens eine 
Nukleotidsequenz umfalien, die innerhalb des Bereichs der Degeneration des 

2 0 genetischen Codes den dargestellten Sequenzen entspricht; oder (iii) mindestens 

eine Nukleotidsequenz umfasst, die mit einer zur Nukleotidsequenz (i) oder (ii) 
komplemetaren Nukleotidsequenz hybridisiert, und gegebenenfalls (liii) funkti- 
onsneutrale Sinnmutationen in (i) umfasst Dabei bedeutet der Begriff funktions- 
neutrale Sinnmutationen den Austausch chemisch ahnlicher Aminosauren, wie z. 
25 B. Glycin durch Alanin oder Serin durch Threonin. 

Erfindungsgemali sind auch die den kodierenden Bereichen (Strukturgenen) vo- 
rausgehenden (5^-oder upstrearn) und/oder nachfolgenden (3^-oder downstream) 
Sequenzbereiche eingeschlossen. Insbesondere sind hierin Sequenzbereiche mit 

3 0 regulatorischer Funktion inbegriffen. Sie konnen die Transkription, die RNA- 

Stabilitat oder das RNA Processing sowie die Translation beeinflussen. Beispiele 
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fOr regulatorische Sequenzen sind u. a. Promotoren. Enhancer, Operatoren, Te- 
minatoren oder Translationsverstarker. 

Unter die jeweiligen Enzyme fallen auch Isoformen, die als Enzyme mit gleicher 
5 Oder vergleichbarer Substrat- und Wirkungsspezifitat verstanden werden, die 
jedoch eine unterschiedliche Primarstruktur aufweisen. 

Unter modifizierten Formen sind erfindungsgemafi Enzyme zu verstehen, bei 
denen Anderungen in der Sequenz, beispielsweise am N- und/oder C-Teminus 
10 des Polypeptids oder im Bereich konservierter Aminosauren vorliegen, ohne je- 
doch die Funktion des Enzyms zu beeintrachtigen. Diese Veranderungen konnen 
in Form von Aminosaureaustauschen nach bekannten Methoden vorgenommen 
werden. 

15 Vortellhafterweise handelt es sich bei dem^ Zucker-Transportsystem um den Giu- 
kosefacilitator (GLF) gemafi Nukieotidsequenz Nr. 1, der bevorzugten^/eise aus 
einem Eukaryonten z. B. einer Hefe stammt Bevorzugterweise kann auch der 
GLF aus Zymomonas mobilis eingesetzt werden, der von T. Conway et ai (Jour- 
nal of Bacteriology, Dec. 1990. p. 7227 - 7240) kloniert wurde. 

20 

Aus der Deutschen Patentanmeldung 198 18 541.3 ist zwar ein Verfahren zur 
Herstellung von Substanzen aus dem aromatischen Stoffwechsel bekannt, bei 
dem ein Mikroorganismus eingesetzt wird, der eine erhohte Aktivitat eines Gluko- 
se-oxidierenden Enzyms aufweist und Glukose oder Giukose-haltige Substrate 

25 durch Oxidation zu Glukonolakton oder Glukonat sowie durch Phosphorylierung 
des Glukonats zu 6-Phosphoglukonat umgesetzt, wobei neben der Erhohung der 
Enzymaktivitat der Oxidase und / oder der Phosphatase zur Erhohung der vor- 
handenen Menge PEP die Aktivitat eines PEP-unabhangigen Glukose- 
Transportproteins erhoht werden, bei dem es sich um den Giukosefacilitator 

3 0 (GLF) aus Zymomonas mobilis handein kann. Ein Verfahren zur Herstellung von 
Mannitol ist allerdings daraus nicht zu entnehmen. 



Der GLF kann neben Fructose auch Glukose oder Xylose transportieren, woven 
insbesondere Glukose als preiswerter Fructose-Vorlaufer interessant ist Die 
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Glukose kann, wie noch beschrieben werden wird, in Fructose umgewandelt 
werden. 

Die fQr MDH codierende Sequenz aus Mikroorganismen der Famllie der Lacto- 
bacteriaceae, insbesondere Leuconostoc pseudomesenteroides eignet sich be- 
5 senders fQr die Umsetzung zu D-Mannitol aufgrund der hohen Aktivitat und Stabi- 
litat der daraus synthetisierten MDH. 

Bevorzugt exprlmiert der Organismus die Sequenz Nr. 2 codierend f£ir IVIDH. 

Als Organismus eignen sich besonders Mikroorganismen aus der Gattung Bacil- 
lus, Pseudomonas, Lactobacillus, Leuconostoc, den Enterobakteriaceae oder 
10 methylotrophen Hefen und Piizen. Weiterhin konnen auch alle in der Lebensmit- 
telindustrie verwendeten Mikroorganismen eingesetzt werden. 

Besonders bevorzugt stammt der eingesetze Organismus aus der Gruppe Ach- 
romobacter parvolus. Methylobacterium organophilum, Mycobacterium formicum, 
Pseudomonas spec, 101, Pseudonionas oxalaticus, Moraxella sp., Agrobacteri- 

15 urn sp,, Paracoccus sp.. Ancylobacter aquaticus, Maxcobacterium vaccae, Pseu- 
domonas fluorescens. Rliodobacter sphaeroides. Riiodobacter capsulatus, Lac- 
tobacillus sp., Lactobacillus brevis, Leuconostoc pseudomesenteroides. Gluco- 
nobacter oxydans, Candida boidinii, Candida methylica oder auch Hansenula 
polymorpha, Aspergillus nidulans oder Neurospora crassa oder insbesondere 

2 0 Escherichia coli oder Bacillus subtilis. 

Die Analyse der D-Mannitol-Konzentration kann enzymatisch / photometrisch 
nach der Methode von K. Horikoshi (Horikoshi K. (1963) Meth. Enzym. Analysis, 
3rd ed. VoL6. H. U. Bergmeyer, Hrsg., Veriag Chemie, Weinheim). oder durch 
25 Hochdruck-FIQssigkeits-Chromatographie (HPLC) erfolgen. so wie bei Lin d roth et 
al. (Lindroth et aL (1979) Analytical Chemistry 51: 1 167-1 174) beschrieben. 

Zur Etabliemng eines Oxidations-Reduktionszyklus kann eine Formiat- 
Dehydrogenase (FDH) codierende Sequenz eingesetzt werden. Vorzugswelse 
30 stammt diese aus Mycobacterium vaccae und besitzt eine Nukleotidsequenz ge- 
mali Sequenz Nr. 3. Diese ist fQr sich geselien aus K. Soda et al, Appl. l\/licrobiol. 
Biotechnol (1995) 44, 479-483 bel^annt. 
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Hierdurch wird eine erhebliche Steigerung der Ausbeute bzw. der Umsatzrate 
des Substrates Fructose zu Mannitol durch Schaffung eines Cofaktor- 
Regenerationssystems ermoglicht. Dabei wird nicht mehr das Substrat fur die 
Bereitstellung der fQr die Reduktion von Fructose zu Mannitol notwendigen Re- 
5 duktionsaquivalente verbraucht, sondern durch ein zweites Enzymsystem bereit- 
gestellt Folglicli steht das Coenzym NADH in ertiofitem Malie fQr die Umsetzung 
zu Mannitol zur VerfQgung. Eines der am liaufigsten eingesetzten Systeme ist die 
Regenerierung mit einer Fomiiat-Dehydrogenase, z. B. aus Mycobacterium vac- 
cae. Durcli den Einsatz dieses Enzyms zusammen mit einer beliebigen MDH, 

10 bevorzugt aus Leuconostoc pseudomesenteroides, wird ein Oxidations- 
Reduktionszyklus geschaffen, in dem Formiat als Elektronendonator und D- 
Fructose als Elektronenakzeptor fungiert Dabei kataiysiert das Enzym Formiat- 
Deliydrogenase die Oxidation von Formiat zu CO2 und das Enzym MDH die Re- 
duktion von D-Fructose zu D-Mannitol (s. Fig. 1). Der intrazellulare Nicotinsau- 

15 reamid-Adenin-Dlnucleotid (NAD)-Pool dient als Elektronen-Shuttle zwischen 
beiden Enzymen. Die Oxidation von Formiat zu CO2 ist themiodynamiscli gQns- 
tig. da die freie Standardbiidungsenergie AG°* fQr CO2 deutlich negativ ist und 
das CO2 durch Ausgasen aus dem Reaktionsgleichgewicht entfernt wird. Die er- 
hohte Intrazellulare NADH-Konzentration, resultierend u. a. aus der Formiatoxida- 

2 0 tion, steigert die Redul<tionskraft fur die Reduktion von D-Fructose zu D-Mannitol, 
kataiysiert durch MDH. 

in einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung des Verfahrens wird neben den 
bereits genannten Kohlenstoffquellen als Substrat fur die Herstellung D-Glucose 
eingesetzt. D-Glucose kann durch Umwandlung mit dem Enzym D- 
25 Glucose/Xylose-lsomerase (EC 5.3.1.5) zu D-Fructose umgewandelt werden (2). 
Die Umwandlung ist sowohl innerhalb als auch aufierhalb des Organismus mog- 
lich. Der Einsatz von D-Glucose als Substrat in einem Verfahren zur Produktion 
von D-Mannitol bewirkt eine deutliche Verbesserung der Wirtschaftlichkeit des 
Verfahrens. 

30 Fur das beschriebene Verfahren eignen sich nicht nur Mikroorganismen, in die 
eine Formiat-Dehydrogenase und eine MDH eingebracht und/oder verstarkt wird, 
sondern auch Mikroorganismen, die bereits uber eine Formiat-Dehydrogenase 
Oder gegebenenfalls eine MDH verfugen, wie z B. Achromobacter parvolus, Me- 
thylobacterium organophilum, Mycobacterium formicum, Pseudomonas spec. 

35 101, Pseudomonas oxalaticus, Moraxella sp., Agrobacterium sp., Paracoccus 
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sp., Ancylobacter aquaticus. Dazu gehoren Mikroorganismen wie z.B. Pseudo- 
monas fluorescens, Rhodobacter sphaeroides, Rhodobacter capsulatus, Lacto- 
bacillus sp., Lactobacillus brevis, Gluconobacter oxydans sowie bevorzugt auch 
Leuconostoc pseudomesenteroides oder Mikroorganismen, die bereits Qber bei- 
5 de Enzyme verfugen und jeweils in iiirer Aktivitat verstarkt warden. Weiterhin 
geeignet sind beispielsweise auch methylotrophe Hefen wie Candida boidinii, 
Candida metiiylica oder aucli Hansenula polymorplna. Pilze wie Aspergillus nidu- 
lans und Neurospora crassa sowie alle auch in der Lebensmittelindustrie ver- 
wendeten Mikroorganismen. 

10 

MIt dem erfindungsgemafien Verfahren und dem Mikroorganismus ist es nun- 
mehr mSglich, eine verbesserte Umsetzung des Substrates in das Produkt D- 
Mannitol zu en"eichen. Es wird gegenuber bisher bekannten Verfahren eine er- 
hohte Produktivltat, sowie eine erhohte Ausbeute (bis zu 100 %) an D-Mannitol 

15 erreicht Es wurden schon Konzentrationen bis zu 40 g/L erzielt. Das Verfahren 
jst daher fur eine grofitechnisch rentable Herstellung von D-Mannitol besonders 
geeignet. Durch die Schaffung des Regenerationssystems mit Hilfe der Formiat- 
Dehydrogenase kann fur die NADH verbrauchende MDH in erhohtem Malie ohne 
eine nachteilige Bildung von stoffwechselbedingten Nebenprodukten mit ruhen- 

20 den Zellen eine erhohte Umsetzung des Substrates in das Produkt D-Mannitol 
ermoglicht warden. 

Unter die Erfmdung fallen auch die VenA/endung von Nukleotidsequenzen gemaB 
Sequenzen Nr. 1, 2 und 3 codierend fur GLF, MDH und FDH zur VenArendung in 
25 einem der oben beschriebenen Mikroorganismen. 

Ebenso umfasst die Erfindung eine Genstruktur enthaltend mindestens eine oder 
mehrere der obigen Nukleotidsequenzen. 

Ein Vektor enthaltend mindestens eine oder mehrere der obigen Nukleotidse- 
quenzen Oder eine oder mehrere der vorgenannten Genstrukturen ist ebenfalls in 
3 0 der Erfindung enthalten. 

Die Erfindung umfasst auch die VenA/endung der vorgenannten Nukleotidse- 
quenzen, Genstrukturen und Vektoren in den beschriebenen Mikroorganismen 
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bzw. Mikroorganismen, die diese Nukleotidsequenzen, Genstrukturen und Vekto- 
ren enthalten. 

Die Zeichnungen zeigen beispielhaft Ergebnisse des erfindungsgemafien Verfah- 
5 rens sowie eine sciiematische Darstellung der wiclitigsten Stoffwechselwege, die 
fQr das Verfahren eine Rolle spieie.n. Es zeigt: 



Fig. 1: Oxidoreduktionszyklus mit Formiat-Dehydrogenase und MDH schema- 
tisch in einer Zelle. 

10 Fig. 2: Ableitung einer degenerierten 24 Basen-Oligonukleotid-Sonde von der 
N-terminalen Aminosauresequenz der MDH Untereinlieit von Leuco- 
nostoc pseudomesenteroides ATCC 12291. 

Fig. 3: Genkarte des 4,191 bp Eco Rl Fragments isoliert aus der genomischen 
DNA-Plasmidbank von Leuconostoc pseudomesenteroides ATCC 12291 
15 nach Immuno-Screeening des mdh-Gens. Die Pfeile zeigen die Riclitung 

der Translation des mdh ORF sowie 4 ORFs an. 



Sequenz Nr. 1 zeigt die Nukleotidsequenz codierend fur GLF aus Zymomonas 
mobilis. 

2 0 Sequenz Nr. 2 zeigt die Nukleotidsequenz codierend fur MDH aus Leuconostoc 
pseudomesenteroides. 

Sequenz Nr. 3 zeigt die Nukleotidsequenz codierend fur FDH aus l\/lycobacteri- 
um vaccae N10. 

Im Folgenden soil die Erfindung beispielliaft besclnrieben werden, 

25 
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I) Mlannltol-2-Dehydrogenase aus Leuconostoc pseudomesenteroides 
ATCC 12291: Reinigung und Charakterislerung des Enzyms; Klonie- 
rung und funktionelle Expression des md/j-Gens in Escherichia coli 

5 

a) Bakterienstamme und Plasmide 

Als Quelle fur die Isolierung der MDH wurde Leuconostoc pseudomesenteroides 
ATCC 12291 eingesetzt. E. coli m 109 (DE 3) (Promega) diente als Wirtsorga- 
nismus zur Herstellung einer partiellen Plasmidbank fur die Isolierung der geno- 
10 mischen DNA aus Leuconostoc pseudomesenteroides ATCC 12291. Ein Teil der 
Plasmidbank wurde durch Ligation eines 4.0 - 4.5 kb Eco Rl Fragments genomi- 
scher DNA aus Leuconostoc pseudonriesenteroides ATCC 12291 in pUC18 her- 
gestellt. 

15 b) Kultivierungsbedingungen 

Zur Kultivierung von Leuconostoc pseudomesenteroides ATCC 12291 wurde 
folgendes Kultivierungsmedium verwendet: 

Trypton 10 g/l, Hefeextrakt 10 g/l. K2HPO4 10 g/l, D-Fructose 20 g/1, D-Glucose 
10 g/l. Vitamin / Mineral-Losung 10 m!/l, in destilliertem Wasser; pH-Wert auf 7,5 
2 0 unter Verwendung von Ortho-Phosphorsaure. 

Zur Subklonierung und PrSparation der Plasmidbank der genomischen Leuco- 
nostoc DNA, wurde E. coli JM109(DE 3) mit 170 Upm bei 37'*C in Luria-Bertani 
Medium unter Zusatz von Ampicillin (100 pg/ml) oder Carbenicillin (50 pg/ml) 
kultiviert. 

25 

c) Bestimmung der Aktivitat von MDH aus Leuconostoc pseudomesenteroides 
ATCC 12291 

Die Enzymaktivitat wird in der voriiegenden Erfindung photometrisch Qber die 
Abnahme der NADH-Konzentration fur die Reduktionsreaktion 

30 D-Fructose + NADH + ^ D-Mannitol + NAD* 
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bestimmt Der Ansatz zur Messung der Aktivitat der MDH enthielt 200 |jM NADH 
und 200 mM D-Fructose in 100 mM Kaliumphosphat-Puffer bei pH 6,5. Die spezi- 
fischen Aktlvltaten der Rohextrakte und der partiell gereinigten Enzymisolate 
warden ais Units pro Miliigramm Protein (U/mg) angegeben. wobei 1 U.als 1 
5 pimol Substratabnahme pro Minute definiert wird. 

d) Bestimmung der Proteinl^onzentrationen 

Alle Proteinkonzentrationsbestimmungen wurden nach der Methode von Bradford 
durcingefQIirL 



10 



e) Auftrennung von Proteinen mittels Polyacrylamidgeleielctropliorese 
Reinheitsanalysen von Rohextrakten und partiell gereinigten Enzynnisolaten. so- 
wie Praparationen vorbereitend auf Western-Blots wurden elektroplnoretisch in 
diskontinuierlichen 12 %igen SDS-Polyacrylamidgelen durchgefQhrt nach der 

15 Metliode von Lammli. 

f) Isoiierung der Mannitol-2-Dehydrogenase aus Leuconostoc pseudomesente- 
roides ATCC 12291 

Zur isoliemng der MannitoI-2-Dehydrogenase wurden nacii einem ZellaufscIiluB 
20 folgende Verfahrensschritte durchgefQhrt: AmmoniumsuIfat-PrSzipitation, Hydro- 
phobe interaktionschromatographie, Anionentauscherchromatographie I. Anio- 
nentauscherchromatographie II, Grolienausschlusschromatographie. sowie ein 
Chromato-focusing pH 5 - 4. 

Die spezifische AktivitM der MDH betrug bei pH = 5,35 fQr die Reduktion von D- 
25 Fructose zu D-Mannitol 450 U/mg 

g) Molekulargenetische Methoden 

Die Isoiierung von genomischer DNA aus Let/conosfoc pseudomesenteroides 
ATCC 12291, die Isoliemng von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen. die Mar- 
30 kierung von DNA-Sonden mit Digoxigenin modifiziertem dUTP und immunologi- 
sche Detektion und DNA-DNA-Hybridisierung (Southern Blot) wurden durchge- 
fQhrt 
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Die aminoterminaie Ansequenzierung der 43 kDa-Enzymuntereinheit mittels Ed- ' 
man-Abbau und anschlieliender HPLC-Analyse ergab die oktamere Aminosau- 
reabfolge MEALVLTG. Unter Verwendung einer Codon usage-Statistil< fur Leu- 
conostoc pseudomesenteroides, wurde eine 204Sfacli degenerierte Oligonukleo- 
5 tid-Sonde zur Detektion des Mannitdl-2-Dehydrogenase-Gens an genomischer 
DNA von Leuconostoc pseudomesenteroides ATCC 12291 abgeleitet (siehe Fig. 
2). Die 24 bp-DNA-Sonde wurde mit einem Digoxigenin-11-dUTP-Schwanz ana 
3 -Ende versehen und diente zum Innmuno-Screening von partiellen Plasmidban- 
ken genomischer DNA von L pseudomesenteroides ATCC 12291. Auf diesem 

10 Wege wurde ein 4,2 kb-DNA-Fragment isoliert (Fig. 3). Mit geeigneten Primern 
wurde das mdh-Gen von diesem Fragment amplifiziert, in den Vektor pET24a(+) 
ligiert und in E. coli BL21(DE3) transformiert und exprimiert. Zellextrakte von E. 
coli BL21(DE3)pET24a(+)L/77Qf/7 zeigten nach Induktion in der SDS- 
Polyacrylelektrophorese eine starke Uberexpressionsbande bei 43 kDa und eine 

15 spezifische Aktivitat der Mannitol-2-Deinydrogenase von 70 U/mg Protein, wah- 
rend die Kontrollen (Zellen ohne Plasmid, Zellen mit leerem Plasmid) kelne Akti- 
vitat zeigten. 

Die Nukleotidsequenz des mdh-Gens aus L. pseudomesenteroides ATCC 12291 
20 ist in Sequenz Nr. 2 gezeigt. 

II) Biotransformation von D-Fructose zu D-Mannitol mit einem rekom- 
binanten E. coIi-Stamm 

25 In einem rekombinanten E. coli-Stamm wurden die Enzyme Formiat- 
Deiiydrogenase (EC 1.2.1.2) und Mannitol-2-Dehydrogenase (EC 1.1.1.67) ube- 
rexprimiert, um in den Zellen einen Oxidations-Reduktionszyklus zu etabiieren. In 
diesem Oxidations-Reduktionszyklus wird Wasserstoff von Formiat Qber zellula- 
res NAD"" auf D-Fructose iibertragen, wobei D-Fructose zu D- Mannitol reduziert 

30 wird (s. Fig. 1). Zusatziich wurde in den Zellen der Glukosefacilitator exprimiert, 
um die Verfugbarkeit des Substrats Fructose zu verbessern. 

(a) Stamme und Vektoren 

Es wurden die Stamme E. coli BL21 (DES) Star (Invitrogen) verwendet. Als Vek- 
35 toren wurden pET-24a(+)fc//7//7?c//7, kodierend fur den ORF der Formiat- 



PCT/EP2003/011191 

WO 2004/033676 

13 

Dehyd^gonase aus Mycobacterium vacoae, der Mannltol-a-DehydroBanase 3^ 
UuLoL pseudomesanteroldes und pZY507g,f kodlerend f.r den GluKosefa- 
dlitator aus Zymomonas mobilis vetwendet 

Fffr die Biownsformaflon vmrden chemisch kompetente E. coll BL21 (DE 3) Star 
5 n» pET-24aW«/V,.* und pZY607gff kotmnsfomnlert und au, LB-Agarp atten 
1 25 ps/n,, Ch,oran,phen.co, und 30 pg/n,, KanamyCn se,eK«ert. A'^ — " 
Len E. CO,, BL21 (DE 3, Star en^er m,. pET.24aW«/^* Oder 
pZY507g/f altein transformlert. Die Se,ekt,on der Transformanten erfolgte auf LB 

Agan-atten ent«eder 25 pg/,.1 ™phen,co. (pzy507,« Oder rn,t 50 
xo Mg/m, KanamyCn (pET.24aW«/^m*). LB-Agarplanen for -"^^^ ^> 

L transfom„ert mft p pET.24aW«fVn,* entWeUen zusatz,,* 1% (v/v) D- 

Glucose zur Vem„nderuna der Basa,e><preSBion der Mann,to,.2-Dehydroger,ase 

und der Formiat-Dehydrogenas. 



15 



20 



25 



(b) Biotransformation 

.Nach der Oberexpression von FDH. MDH und GLF ,n E. co,l, werden n,cht wach- 
sende Ze„en ,n einer Biotransformation elngasotzt. Je 1 ,0 g Induzlerte Ze len ™n 
E ooli BL21 (DE 3) Star pET-24a(.)fdVm* / pZY507gff wurden mrt 100 ^ 
Ka„umphospha,-Puffer pH 7,0 gewasohen und In 50 m, ReaK«ons,a=ung mrt^ 
mM D-Fructosa und 500 mM Natriumformlat In 100 mM Kaliumphosphal-Puffer 
pH 6.7 resuspendlart. Die Ansatze wurdan ,n 100 m,-Ko,ben ohne S<=h*ane *e, 
100 - 120 Upm und 30-C for 24 h gesohOtteH. Zu den Zeltpunkten 0,1, 2, 3, 4 5, 
6 8 17 und 23 h nach Reaktlonsstart wurdan 1 - 2 ml-Proben daa Uberstand^ 
g'sn^mman zur Messung der Konzentrationen von Formiat, °-'="f'- ""^ ^ 
Mannitol. Die Proben wurden be, SOOOg fOr 1 m,n zantrtfuglert, der Ube-^nd 0^ 
pm-ffltrlert und bis zur Messung durch HPLC be, -20-C geiagert Als »e 
wu^an 1,0 g nicht ,nduz,erte Ze„en von E. oo„ BL21 (DE 3) Star pE^- 
24a(^)Mh/md/, / pZY507g/f m gleloher Walsa In der Blotransfomiaflon etngesetzt. 

Die Konzentrationsbastlmmunsen von Formiat, D-FruCose und D-Mannfto, 
ReaktionsDBerstand und im zeltfreien Rohextrakt wurden mit elner HPLC-Anlage 
(MeroWHltachl) durchgefDhrt. 
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Tabelle 1 zeigt beispielhaft Ergebnisse, die mit transformierten Mikroorganismen 
erreicht werden konnten. 

Es konnte gezeigt werden, dass die parallele Oberexpression der Formiat- 
5 Dehydrogenase und der Mannitol-2-Dehydrogenase und des Glukosefacilitators 
in E. coli zu einer sehr hohen Produktion von D-Mannitoi durch diese Zelien in 
einem Reaktionsmedium mit D-Fructose und Formiat fQlirt. Die bis zu 244 mM 
Mannitol nach 23 In stehen dem Verfahren ohne GLF mit nur 15 mM nach 17 h 
und dem Verfahren ohne FDH mit 20 mM nach 17 h gegenQber, Es konnte also 
1 0 eine ca. 12-1 5-fache Verbessenjng erzielt werden. 



Tabelle 1 



relcombinante 
Gene 


JD CLLlIlgUngCll 


Mamiitol- 
Produktion 
[niM] 


Fructose- 
Verbrauch 
[niM] 


Foimiat- 
Verbrauch 
[mM] 


fdh/mdh/glf 


+ EPTG / +Foimiat / 23 h 


244 


332 


471 


fdh/mdh/glf 


- IPTG / + Formiat / 17 h 


0 


n.d. 


n.d. 


fdh/mdh/glf 


+ IPTG/-Fonniat/17h 


11 


76 


n.d. 


mdh/glf 


+ IPTG / + Formiat / 17 h 


20 


48 


81 


mdh/glf 


- IPTG / + Fomiiat/ 17 h 


0 


n.d. 


n.d. 


fdh/mdh 


+ IPTG / + Formiat / 17 h 


15 


61 


159 


fdh/mdh 


. - IPTG / + Formiat/ 17 h 


0 


n.d. 


n.d. 


mdh 


+ IPTG / + Fomiiat / 17 h 


0 


57 


35 


mdh 


-rPTGZ + Foimiat/ 17 h 


0 


n.d. 


n.d. 


fdh/glf 


+/- IPTG / + Formiat / 1 7 h 


0 


n.d. 


n.d. 


fdh 


+/- IPTG / + Formiat / 17 h 


0 


n.d. 


n.d. 


glf 


+/- IPTG / + Fomiiat / 17 h 


0 


n.d. 


n.d. 
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SEQUENZ Nr. 1: 

ATQAGTTCTGAaAGTAOTOAGGGTCTAOTCACGOOAOTAGCCCTAATOGOTSCTA 
T^GGCGOCTTGCrTTTCG0Tr^.CGATTCA<KGGTTATCGCTGC*ATCGGIACA0C 
5 GGTTGXTATCCATTTTXTTGCCCOICGTCAOCTGTCTOOT^GGCTGCGGCTTOO 
CrTTCTGGGi.TGGTCGrrGTTGCTGTTTTGGTCGGTTGTGTTACCGOTCTTTGC 

tgtctggctggattggtattcgcttcggtcgtcgoggcggattgitgatg;.gtto 

CATTTGTTTCGTCGCCGOCGGTTTTGGTGCTGCGTTJUVCCGA&AAaTTATTTGGA 

xccggtggttcggctttac«^ttttttgctttttocggtitcttgooggittxg 

LO GTATCGGTGTCGTTTCAAOCTTGACCCCAAOCTAT^.TTGCTG*«.TTCGTCCGCO 
J.GAC*AACGTGGTCiLGJ.TGGTTTCTGGTCAGCAGATGGCCXTTGTG2VCGGGTGCT 
TTi^OOGGTTMi^CTTT*COTGGTTKCTGGCTCATTTOGGTXCTXTCGAi:TGGG 
TT*aTGCCAGTGGTTGGTGCTGGTCTCCGGC:TTCAG2U.GaOCTG2.TCGGTATTGO 
CTTCTTAITGOTGCTGTTaACCGCACCGGI.TACGCCGCKTTGGTTGGTGATGI^G 
15 GGAOGTCATTCCGAGGCTAGCA^TCCTTGCTCGTOTOGAAOCGCAAGOCGATO 
OT«.TCTGACQRTTCA«»GATTW*IKTGGCTTTGATAaXGCOATGGAC*^ 
CAGCGCAGGTTTGrrTGCTTTTOGTATCACCGTTGITTTTGCOGGTGTATCCGTT 
GCTGCOTTCOAGCAGTTXGTCGGTATTAACGCOGTGOTGTATTATGCACCGCAGA 
TGTTCCAGAATTTAGGTTTTOGAGCTGATACGGCXTTATTGCAGACOATCTCTAT 
20 CGGTGTTGTGAACTTCATCTTCACCXTGATTGGITOCCGTOTTGITGACCGCTTO 
GGCCGTAAACCTOTGCTTATTTGGGGTGCTCTOGGTAIGGOTGCAATGATGGCTG 
TTTTAGGCXGCTGITTCTGGTTCMAGTCGGTGGTGTITTGOOTTTGGCTTCTGT 
GCTTCTTTATATTGCAGTCTTTGQTiTGTCATGGGGOCCTGTCIGOTGGGTTGrr 
CTOTCAGAAATGrrCCCGAGTTCCATCAAGGGOGCAGOTATOOCTATCGCTGITA 
25 OCGGACAXTGGTTAGCTAATATCTTGGTTAACTTCOTGTTTAAGGITGCCGATGG 
TTCTCCAGCATTGAATCAGACTTTCAACOACGGTTTCTCCTATCTCGTTTTCGCA 
GOATTAAGTAICTTAGGTGGOTTGATTGTTGCTCGCTTCGTGCCGGAAACCAAAG 
GTCOGAGOCTGGATaRAATOQAOGAGATGTGGCGCTOOCAGAAGTAG 



30 
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SEQUENZ Nr. 2: . 

TTAATATTCTATCACATGGTCTACTCCCCTTACTAAAATAAATGTGATAAACGTT 
TGACTTTATCTTGTTAAAGGTTTACCATTGTCCTCGTAAGTTAATTTAATCACAA 
5 AGTAAAATIGGAGAACAAAC 

ATGGAAGCACTTGTGTTAACTGGTACAAAAA2ULTTAGAGGTTGAAAACATTGAAC 
AACCTGAGGTAAAGCCGAATGAAGTGTTGATTCATACAGCATTCGCTGGTATTTG 
CGGTACTGATCACGCTTTGTATGCCGGTCTTCCTGGCTCAGCCGATGCTGTGCCA 

10 CCAATCGTTTTGGGGCATGAAAATTCTGGTGTTGTAGCTGAAATTGGTTCTGATG 
TTACAA2VCGTTGCGGTGGGTGATCGTGTCACAATTGATCCCA21TATTTACTGTGG 
TCAATGCAAGTATTGCCGTACAGCACGTCCAGAGCTTTGCGAAAACTTGTCTGCA 
GTTGGTGTAACACGCAATGGTGGCTTTGAAGAATACTTTACTGCGCCCGCATCAG 
TTGTTTACCAAATTCCAGATAATGTTTCACTTAAGTCAGCTGCCGTGGTTGAGCC 

1 5 GATTT<:».TGTGCTGTTCACGGTATTCAACTTCTTAZVAGTGACACCATACCi^^ 
GCATTAGTTATTGGTGACGGCTTCATGGGTGAACTCTTTGTTCAAATTCTGGAAG 
CTTATGGCATTCA.CCAAGTCGACTTGGCTGGTATTGTTCCTGAAAAGCT 
GAACAAAGAAAAGTTCGGCGTGAA2^AATACGTACAATACAA2UVGATGGCGACA^ 
ATTCCCGAAGGCACTTACGATGTTGTTGTTGAAGCAGTTGGCCTACCACAGACAC 

2 0 AAGAAGCCGCAATTGAAGCCTCAGCTCGTGGCGCTCAGGTTTTGATGTTTGGTGT 
TGGCGGTCCCGACGCAZ^GTTCCAAATGAACACTTACGAAGTCTTCCAAAAGCAA 
TTGACGATTCAAGGATCATTTATCAATCCAAACGCATTTGAAGACTCATTGGCAT 
TGTTATCATCAGGCAAGTTAGACGTCGAATCGCTAATGTCACACGAATTAGATTA 
CCAGACTGTTGATGACTTTGTGAATGGCAAGTTAGGTGTCGTTTCAAAGGCAGTC 

2 5 GTTAAGGTTGGTGGCGAAGAGGCATAA 
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SEQUENZ Nr. 3: 

atggcaaaggtcctgtgcgttctttacgatgatccggtcgacggctacccgaa- 

gacctatgcccgcgacgatcttccgaa 
5 gatcgaccactatccgggcggccagatcttgccgacgccgaaggccatcgactt- 

cacgcccgggcagttgctcggctccgtctccggcgagctcggcctgcgcgaa- 
tatctcgaatccaacggccacaccctggtcgtgacctccgacaaggacggcccc- 
gactcggtgttcgagcgcgagctggtcgatgcggatgtcgtcatctcc- 
cagcccttctggccggcctatctgacgcccgagcgcatcgccaaggccaa- 
10 gaacctgaagctcgcgctcaccgccggcatcggttccgaccacgtcgatctt- 
cagtcggctatcgaccgcaacgtcaccgtggcggaagtcacctactgcaactc- 
gatcagcgtcgccgagcatgtggtgatgatgatcctg 

tcgctggtgcgcaactatctgccctcgcacgaatgggcgcggaagggcggctg- 
gaacatcgccgactgcgtctcccacgcctacgacctcgaggcgatgcatgtcgg- 

15 caccgtggccgccggccg- 

catcggtctcgcggtgctgcgccgtctggcgccgttcgacgtgcaccfcgcacta- 

caocgaccgtcaccgcctgccggaatcggtcgagaaggagctcaacct- 
cacctggrcacgcgacccgcgaggacatgtatccggtttgcgacgtggtgacgct- 
gaactgcecgctgcaccccgaaaccgagcacatgatcaatgacgagacgct- 
2 0 gaagctgfctcaagcgtggcgcctacatcgtcaacaccgcccgcgg- 
caagctgtgcgaccgcgatgocgtggcacgtgcgctc- 
gaatccggccggctggccggctatgccggcgacgtgtggttcccg- 
cagccggcgccgaaggaccacccctggcggacgatgccctataacggcat- 
gaccccgcacatctccggcaccacgctgaccgcgcaggcgcgttatgcggcggg- 
2 5 cacccgcgagatcc tggagtgcttcttcgagggccgtccgatccgcgacgaa- 
tacctcatcgtgcagggcggcgctcttgccggcaccggcgcgcattcctactc- 
gaagggcaatgccaccggcggttcggaagaggccgccaagttcaa- 

gaaggcggtctga 
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PatentansprQche 



1. Verfahren zur Produktion von D-Mannitol unter Einsatz Mannitol-2- 
5 Dehydrogenase (MDH) exprinnierender Organismen, bei welchen die 2u~ 

cker-Substrate und/oder Zucker-Substratvorlaufer der MDH uber ein nicht- 
phosphorylierendes Zucker-Transportsystem in den Organismus transpor- 
tiert werden. 

2- Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass Organismen, 
10 die als Zucker-Transportsystem den Glukosefacilitator (GLF) aus einem 

- Eukaryonten enthalten, eingesetzt werden 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass Orga- 
nismen, die als Zucker-Transportsystem den Glukosefacilitator (GLF) aus 
Zymomonas mobilis enthalten, eingesetzt werden. 

15 4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass Orga- 
nismen, die die Sequenz Nr. 1 codierend fur GLF enthalten, eingesetzt 
werden. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Zucker Glukose und/oder Fructose eingesetzt werden. 

2 0 6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass Organismen, die eine fur eine MDH codierende Sequenz 
enthalten, eingesetzt werden 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass Organismen, 
die eine fur MDH codierende Sequenz aus Mikroorganismen der Famille 

25 der Lactobacteriaceae, insbesondere Leuconostoc pseudomesenteroides 

enthalten, eingesetzt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass Orga- 
nismen, die die Sequenz Nr. 2 codierend fur MDH enthalten, eingesetzt 
werden. 
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9 ' Vetfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche. dadurch gekenn- 

zelchnet. dass Organismen. die eine fur eine Formiat-Dehydrogenase 
(FDH) codierende Sequenz entinalten, eingesetzt werden. 

10 Verfahren nach Anspmch 9. dadurch gekennzelchn^r dass Organisnnen, 
5 die eine fQr FDH codierende Sequenz aus Mycobacterium vaccae enthal- 

ten, eingesetzt werden. 

11 Verfahren nach Anspruch 9 Oder 10. dadurch gekennzeichnet, dass Or- 
gantsmen. die die Sequenz Nr. 3 codierend f£ir FDH enthalten. eingesetzt 
werden. 

10 12. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche. dadurch gekenn- 
zeichnet. dass als Organismus ein Mikroorganismus eingesetzt wird. 

1 3 Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche. dadurch gekenn- 
zelchnet, dass Mikroorganismen der Gattung Bacillus. Pseudomonas. 
Lactobacillus. Leuconostoc, den Enterobakteriaceae Oder methylotrophen 

15 Hefen und Pilzen eingesetzt werden. 

14 Mikroorganismus. der die Enzyme MDH gemaH Sequenz Nr. 2 und FDH 
gemali Sequenz Nr. 3 zur mikrobielien Hersteilung von D-Mannitol expri- 
miert und ein nicht-phosphorylierendes Zucker-Transportsystem aufweist. 
das die Zucker-Substrate und/oder Zucker-Substratvorlaufer der MDH in 

2 0 den Mikroorganismus transportiert. 

15. Mikroorganismus nach Anspruch 14, dadurch gekennzelchnet, dass es 
sich bei dem Zucker-Transportsystem urn den Glukosefacilitator (GLF) aus 
einem Eukaryonten handelt 

16 Mikroorganismus nach Anspmch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, 
25 dass es sich bei dem Zucker-Transportsystem um den Glukosefacl.tator 

(GLF) aus Zymomonas mobilis handelt. 
17. Mikroorganismus nach Anspruch 16, dadurch. gekennzelchnet, dass der 
Organismus die Sequenz Nr. 1 codierend fOr.GLF aufweist 
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18. MIkroorganismus nach einem der Anspruche 14 bis 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass er Glukose, Fructose Oder Gemische hiervon zu D-Mannrtol 
umsetzt. 

19. Mikroorganlsmus nach einem der vorhergehenden Anspruche 14 bis 18, 
5 dadurch gekennzeichnet, dass er eine fur MDH codierende Sequenz aus 

Mikroorganismen der Famllie der Lactobacteriaceae, jnsbesondere Leuco- 
nostoc pseudomesenteroides enthalt, 

20. Mikroorganismus nach einem der vorhergehenden Anspruche 14 bis 19, 
dadurch gekennzetchnet, dass er eine fur FDH codierende Sequenz aus 

1 0 Mycobacterium vaccae enthalt. 

21. Mikroorganlsmus nach einem der vorhergehenden Anspruche 14 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, dass er aus der Gattung Bacillus, Lactobacil- 
lus, Leuconostoc, den Enterobakteriaceae oder methyl otrophen Hefen und 
Pllzen sowie aus alien auch in der Lebensmlttelindustrie venvendeten Mik- 

15 roorganismen stammt. 

22. Verwendung eines MIkroorganismus nach einem der AnsprQche 14 bis 21 
zur Herstellung von D-Mannltol. 

23. Nukleotidsequenz gemafi Sequenz Nr. 1 codierend fur GLF zur Venrt/en- 
dung in einem Mikroorganismus nach einem der Anspruche 14 bis 21. 

20 24. Nukleotidsequenz gemali Sequenz Nr. 2 codierend fOr MDH zur Venwen- 
dung in einem Mikroorganismus nach einem der Anspruche 14 bis 21 . 

25. Nukleotidsequenz gemali Sequenz Nr. 3 codierend fQr FDH zur VenA/en- 
dung in einem Mikroorganismus nach einem der AnsprQche 14 bis 21. 

26. Genstruktur enthaltend mindestens eine oder mehrere Nukleotidsequenzen 
25 gemaS den AnsprOchen 23 bis 25. 

27. Vektor enthaltend mindestens eine oder mehrere Nukleotidsequenzen ge- 
maS AhsprQchen 23 bis 25 oder eirje oder mehrere Genstrukturen gemaR 
Anspruch 26. 
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28. Verwendung einer Nukleotidsequenz gemSU einem der AnsprQche 23 bis 
25 2ur Transformierung eines Mikroorganismus nach einem der AnsprQche 
14 bis 21. 

29. Mikroorganismus nach einem der AnsprQche 14 bis 21 enthaltend mindes- 
5 tens eine Genstruktur gemafi Anspruch 26. 

30. Mikroorganismus nach einem der AnsprQche 14 bis 21 enthaltend mindes- 
tens einen Vektor gemali Anspruch 27. 
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SEQXJENZPROTOKOLL 

<110> institut f^r Technologie der Kohl enhydr ate - zuckeriastitut e.V. 

<120> Verf ahren sowie Mikroorganismus zur Herstellung von 
D-Mannitol 

<130> 7123 

<140> 
<141> 

<:160> 3 

<170> Patentin Ver. 2-1 

<210> 1 
<211> 1422 ■ 
<212> DNA 

<213> Zymomonas mobilis 

atgagttctg aaagtagtca gggtctagtc acgcgactag ccctaatcgc ^gctataggc 60 
ggctlgcttt tcggttacga ttcagcggtt atcgctgcaa tcptacacc sg^gatatc 120 
cSttttattg cccctcgtca cctgtctgct acggctgcgg cttocctttc tgggatggtc 180 
gSgttgctl ttttgglcgg ttgtgttacc ggttctttgc tgtctggctg g^ttggtatt 240 
nllltcdQtc gtcgcggogg attgttgatg agttccattt gtttcgtcgc cgccggtttt 300 
Stgctlcgt ?aaccSaS attattlgga accggtggtt cggctttaca aattttttgc 360 
??t?tccggt ttcttgccgg tttaggtatc ggtgtcgttt caaccttgac cccaacctat 420 
ittgctgaL ttcgtLgJc agacaaacgt ggtcagatgg tttctggtca g^gatggoc 480 
StatScgg gtgctttaac cggttatatc tttacctggt tactggctca tttcggttot 540 
ScSSgS ttlatgccag tSttggtgc tggtctccgg cttcagaagg cctgatcggt 600 
lltlllTal tattgctgc? gJlaaccgca ccggatacgc cgcattggtt 93tgatgaag 660 
apacgtcatt ccgaggctag caaaatoctt gctcgtctgg aaccgcaagc cgatcctaat 720 
cJgaSttc aaLiattaa agctggcttt gataaagcoa tggaoaaaag oagcgcaggt 780 
ttltSgctt ttgg?atcac cgttgttttt gccggtgtat ccgttgctgc Jt^ccagcag 840 
ttLtcggta ttaacgccgt gctgtattat gcaccgcaga tgttccagaa tttaggtttt 900 
aaaactgata cggcalta?t Icagaccatc tctatcggtg ttgtgaactt catcttcacc 960 
S?g!tt|ctt cSgtgttgt ?galcgcttc ggccgtaaac ctctgcttat ttggggtgct 1020 
StcggStgg ctgLItgIt ggctgtttta ggctgctgtt tctggttcaa- ^fcggtsgt 1080 
gttt?gcc?? tgicttctgt gcttctttat attgcagtct ttggtatgtc ^tggggccct 1140 
Qtctgctggg ttgttctgtc agaaatgttc ccgagttcca tcaagggcgc agctatgcct 1200 
Scactqlli ccggacaatg gttagctaat atcttggtta acttcctgtt taaggttgcc 1260 
gat|gt?ctc calLttgaa Laglctttc aaccacggtt tctcctatct -^ttttcgca 1320 
|ca?Lagta tc?taggtgg cttgattgtt gctcgcttcg tgccggaaac caaaggtcgg 1380 
agcctggatg aaatcgagga gatgtggcgc tcccagaagt ag - 

<210?' 2 
<211> 1146 
<212> DNA 

<213> Leuconostoc pseudotnesenteroaaes 

ttaatattct atcacatggt ctactcocct tactaaaata aatgtgataa acgtttgact 60 

ttltcStt laaggttSc cattgtcctc gtaagttaat ttaatcacaa agtaaaaagg 120 

agtacaaLa tggSgcact tgtgttaact ggtacaaaaa aattagaggt ^gaaaacatt 180 

Sacaacctg aggtaaagcc gaatgaagtg ttgattcata cagcattcgc tggtatttgc 240 

Stactgatc aclctttlta tgccggtctt cctggctcag ccgatgctgt 3-----^c 300 
|?tttggggc atgaaaattc tggtgttgta gctgaaattg gttctgatgt tacaaacgtt 360 



wo 2004/033676 



2/2 



PCT/EP2003/011191 



gcggtgggtg atcgtgtcac aattgatccc 
cgtacagcac gtccagagct ttgcgaaaac 
ggctttgaag aatactttac tgcgcccgca 
.tcacfctaagt cagctgccgt ggttgagccg 
cttaaagtga caccatacca aaaggoatta 
tttgttcaaa ttctgcaagc ttatggcatt 
gaaaagcttg ctatgaacaa agaaaagttc 
ggcgacaaaa ttcccgaagg cacttacgat 
acacaagaag ccgcaattga agcctcagct 
ggcggtcccg acgcaaagtt ccaaatgaac 
attcaaggat catttatcaa tccaaacgca 
ggcaagttag acgtcgaatc gctaatgtca 
tttgtgaatg gcaagttagg tgtcgtttca 
gcataa 



aatatttact gtggtcaatg caagtattgc 42b 
tfcgtctgcag ttggtgtaac acgcaatggt 48 0 
tcagttgttt accaaattcc agataatgtt 54 0 
atttcatgtg ctgttcacgg tattcaactt 60 0 
gttattggtg acggcttcat gggtgaactc 660 
caccaagtcg acttggctgg tattgttcct 72 0 
ggcgtgaaaa atacgtacaa tacaaaagat 78 0 
gttgttgttg aagcagttgg cctaccacag 84 0 
cgtggcgctc aggttttgat gtttggtgtt 90 O 
acttacgaag tcttccaaaa gcaattgacg 960 
tttgaagact cattggcatt gttatcatca 1020 
cacgaattag attaccagac tgttgatgac 10 8 0 
aaggcagtcg ttaaggttgg tggcgaagag 114 0 

1146 



<210> 3 
<211> 1206 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium vaccae NIO 

<400> 3 

atggcaaagg tcctgtgcgt tctttacgat 
gcccgcgacg atcttccgaa gatcgaccac 
aaggccatcg acttcacgcc cgggcagttg 
cgcgaatatc tcgaatccaa cggccacacc 
gactcggtgt tcgagcgcga gctggtcgat 
ccggcctatc tgacgcccga gcgcatcgcc 
gccggcatcg gttccgacca cgtcgatctt 
gcggaagtca cctactgcaa ctcgatcagc 
tcgctggtgc gcaactatct gccctcgcac 
gccgactgcg tctcccacgc ctacgacctc 
ggccgcatcg gtctcgcggt gctgcgccgt 
accgaccgtc accgcctgcc ggaatcggtc 
acccgcgagg acatgtatcc ggtttgcgac 
gaaaccgagc acatgatcaa tgacgagacg 
gtcaacaccg cccgcggcaa gctgtgcgac 
ggccggctgg ccggctatgc cggcgacgtg 
ccctggcgga cgatgcccta taacggcatg 
gcgcaggcgc gttatgcggc gggcacccgc 
ccgatccgcg acgaatacct catcgtgcag 
tcctactcga agggcaatgc caccggcggt 
gtctga 



gatccggtcg acggctaccc gaagacctat 60 
tatccgggcg gccagatctt gccgacgccg 12 0 
ctcggctccg tctccggcga gctcggcctg 180 
ctggtcgtga cctccgacaa ggacggcccc 240 
gcggatgtcg tcatctccca gcccttctgg 3 00 
aaggccaaga acctgaagct cgcgctcacc 360 
cagtcggcta tcgaccgcaa cgtcaccgtg 420 
gtcgccgagc atgfcggtgat gatgatcctg 4BO 
gaatgggcgc ggaagggcgg ctggaacatc 540 
gaggcgatgc atgtcggcac cgtggccgcc 600 
ctggcgccgt tcgacgtgca cctgcactac 660 
gagaaggagc tcaacctcac ctggcacgcg 72 0 
gtggtgacgc tgaactgccc gctgcacccc 78 0 
ctgaagctgt tcaagcgtgg cgcctacatc 84 0 
cgcgatgccg tggcacgtgc gctcgaatcc 900 
tggttcccgc agccggcgcc gaaggaccac 96 0 
accccgcaca tctccggcac cacgctgacc 1020 
gagatcctgg agtgcttctt cgagggccgt 10 8 0 
ggcggcgctc ttgccggcac cggcgcgcat 1140 
tcggaagagg ccgccaagtt caagaaggcg 12 0 0 
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Selte 158, rechte Spalte, letzter Absatz 
-Seite 159, linke Spalte, letzter Absatz 

SLATNER M ET AL: "ENZYMATIC PRODUCTION OF 
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